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摘 要 
目的：FBXW7 属于 SCF 类泛素连接酶 E3，可调控脂质代谢关键转录因子和胰
岛功能相关蛋白的泛素化降解。FetuinA 是一类参与机体糖脂代谢调控的重要肝
脏因子，与胰岛素抵抗发生密切相关，但在肥胖状态下肝脏中蛋白水平异常升
高机制不得而知。本研究拟探究 FBXW7 在肥胖状态下对 FetuinA 蛋白水平调节
机制，有助于进一步完善肥胖致胰岛素抵抗机制。 
方法：本课题结合高脂饮食诱导的 HFD 肥胖小鼠模型和正常饮食诱导的 ob/ob
小鼠肥胖模型，检测小鼠糖脂代谢相关指标，采用 Real-time PCR 和 ELISA、
western blot 方法检测小鼠肝脏 FBXW7、FetuinA 的 mRNA 水平和蛋白水平；在
ob/ob 小鼠和 HFD 小鼠肝脏中，过表达 FBXW7，然后检测小鼠糖脂代谢相关指
标变化，检测 FBXW7、FetuinA 的 mRNA 和蛋白水平变化。在 HEK293T 细胞
和 HepG2 细胞中过表达 FetuinA，给以 CHX 刺激，检测 FetuinA 的蛋白水平变
化；在 HEK293T 细胞中外转入 FBXW7、FetuinA 和泛素分子，通过免疫共沉
淀实验检测 FBXW7、FetuinA 和泛素分子间是否发生相互作用。 
结果：FBXW7 在肥胖相关小鼠模型中蛋白水平下降；FBXW7 在肥胖小鼠模型
中过表达有助于机体糖脂代谢改善；FetuinA 在肥胖小鼠肝脏中蛋白水平显著升
高但 mRNA 水平不具有稳定趋势变化；通过进一步的机制研究发现，FBXW7
作用于 FetuinA 的泛素化蛋白酶体途径降解且 FFA 能够阻碍 FetuinA 的降解效
率。 
结论：本研究首次揭示了 FBXW7 通过泛素化蛋白酶体途径降解 FetuinA 蛋白从
而调节 FetuinA 的蛋白水平，改善肥胖相关糖脂代谢紊乱。并且从动物、细胞
和分子三个层面探讨了 FBXW7 对 FetuinA 在肥胖状态下的调节机制，揭示了
FBXW7 作用于 FetuinA 的泛素蛋白酶体降解途径，为后续更深层次的研究奠定
了有力的基础。 
关键词：肥胖   胰岛素抵抗   F 框/WD-40 域蛋白 7   胎球蛋白 A
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Abstract 
Objiective: FBXW7 belongs to the SCF ubiquitin ligase E3 and can regulate lipid 
metabolism key transcription factors and islet function related proteins ubiquitin 
degradation. FetuinA is one of the most important hepatokines to participate in the 
body glucolipid metabolic regulation and closely related to insulin resistance 
occurrence. But the mechanism why FetuinA protein level abnormally increases in 
fatty liver is still unknown.In this study we aim to explore how dose FBXW7 regulate 
FetuinA protein level in obese condition.The study will help to further improve the 
obesity causing insulin resistance mechanism. 
 
Methods:We use high fat diet-induced HFD mice and normal diet induced ob/ob mice 
as obesity model and test glucolipid metabolism related indexes. The mRNA level 
and protein level of FBXW7 and FetuinA were determined by Real-time PCR and 
ELISA, western blot. We over expressed FBXW7 in ob/ob mice and HFD mice and 
then tested variation of glucolipid metabolism related indexes and FBXW7, FetuinA 
mRNA and protein level.We also over expressed FBXW7 in HEK293T and HepG2 
cells with CHX drugs and then tested variation of FetuinA protein level.The 
interaction among FBXW7, FetuinA and Ub was determined by co-
immunoprecipitation in HEK293T cells over-expressed with FBXE7, FetuinA and Ub. 
 
Results: FBXW7 protein level declines in obese mice model; FBXW7 over-expressed 
in obese mice helps body improve glucolipid metabolism. FetuinA protein level 
increases significantly but mRNA level has a unstable trend in obese mice. FBXW7 
influences on FetuinA ubiquitin proteasome pathway degradation and FFA can inhibit 
FetuinA degradation efficiency. 
 
Conclusion: This study has revealed that ubiquitin ligase FBXW7 could improve 
glucolipid metabolism and regulate FetuinA protein level through ubiquitin 
proteasome pathway firstly. We have discussed how did FBXW7 regulate FetuinA 
protein in animal, cell and  molecule three different levels. Ultimately we draw a 
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conclusion that FBXW7 mediates FetuinA degradation through ubiquitin proteasome 
pathway. This research lay a foundation for subsequent deeper research. 
Key Words: Obesity; Insulin Resistance; FBXW7; FetuinA
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缩略词 
英文缩写 英文全称 中文名称 
T2DM Type 2 Diabetes Mellitus 2 型糖尿病 
SREBP1 
Sterol Regulatory Element 
Bingding Protein 1 固醇调节原件结合蛋白 1 
FBXW7 
F box and  WD40 repeat domain 
containing 7 F 框/WD—40 域蛋白 7 
HFD High-Fat Diet 高脂饮食 
UPS Ubiquitin Proteasome System 泛素化蛋白酶体系统 
TLR4 Toll Like Receptor 4 Toll 样受体 4 
ITT InsulinTolerance Test 胰岛素耐量实验 
GTT Glucose Tolerance Test 葡萄糖耐量实验 
CDKs Cyclin Dependent Kinase 细胞周期素依赖蛋白激酶 
IR Insulin Resistance 胰岛素抵抗 
FFA Free Fatty Acid 游离脂肪酸 
Fetuin A 2-Heremans-Schmid glycoprotein 胎球蛋白 A 
TNF-α Tumor Necrosis Factor α 肿瘤坏死因子 α 
GLUT Glucose Transporter  葡萄糖运载体 
CPDs CDC4 Phospho Degrons CDC4 磷酸降解决定子 
RTKs Receptor Tyrosine Kinase 受体络氨酸激酶 
BMI Body Mass Index 身体质量指数 
FBG Fasting Blood Glucose 空腹血糖 
GSK3 Glycogen Synthase Kinase 3 糖原合成酶 3 
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第一章 前言 
1.1 肥胖与胰岛素抵抗与 2 型糖尿病 
1.1.1 2 型糖尿病的现状 
随着人们生活方式的改变，糖尿病已逐渐成为世界范围内公共卫生问题，
严重危害患者健康，并且一直是医学研究的重要方向。据国际糖尿病联盟
(Intenational Diabetes Federation, IDF) 统计，2014 年全世界已有 3.87 亿糖尿病患
者。在高收入国家中，糖尿病患者中有 85%-90%是 2 型糖尿病 (Type 2 Diabetes 
Mellitus,T2DM) 患者，而 90%的 2 型糖尿病患者为肥胖或超重；在中低等收入
国家可能更高。预计到 2035 年，糖尿病患病人数将增长 55%，达到 6 亿[1]。最
新国际调查显示中国约有 1.14 亿人口患有糖尿病，已经超越印度成为全球糖尿
病患病大国。其中，导致我国及其他发展中国家糖尿病患病人数快速增长的最
重要因素是肥胖和超重[2]。到 2010 年，中国超重 (BMI: 25.0-29.9kg/m2) 成年人
数约占中国总人口的 27.9%，肥胖(BMI>30kg/m2)人数约占 5.1%[2]。这严重威胁
我国人民健康及国家经济发展，所以，找到治疗 2 型糖尿病的有效方法是非常
有意义的。 
1.1.2  肥胖与胰岛素抵抗 
肥胖是全球最常见的流行病之一[6]，是 2 型糖尿病的最重要诱因之一，并
发症以高血压以及脂代谢紊乱等代谢疾病为主。研究表明，肥胖尤其是腹型肥
胖是引发胰岛素抵抗 (Insulin Resistance , IR) 的主要因素，而 IR 则是糖尿病、
高血压及脂代谢紊乱发生的基础[54,60]，超过 80%的 2 型糖尿病患者具有肥胖和
IR
[3]的特点。 
肥胖引起 IR 具体机制如下：1、肥胖引起脂肪细胞内分泌功能紊乱。肥胖
导致 FFA 分泌增多，抑制胰岛素与胰岛素受体的结合，减弱胰岛素的生物效
应；抑制胰岛素作用的葡萄糖氧化、摄取和转化；抑制肝糖原的合成，导致血
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糖升高，同时刺激胰岛素分泌增加，出现高胰岛素血症，引发脂肪异位沉积，
损坏胰岛 β 细胞功能最终加速糖尿病的发生。2、肥胖会使胰岛素抵抗因子 (IL-
6、IL-8、TNF-α) 分泌增多和胰岛素敏感因子 (脂联素) 分泌减少[5]。3、肥胖状
态下氧化应激水平明显增高，抑制胰岛素刺激下的葡萄糖转运，导致 IR；影响
GLUT 的表达及转位，影响细胞对葡萄糖摄取。4、肥胖状态下脂肪组织发生炎
性细胞浸润。脂肪组织会产生一些促炎因子 (TNF-a、IL-6 等) ，这些炎症因子
干扰胰岛素 PI3-K-GLUT4 信号途径的作用，抑制胰岛素依赖的葡萄糖转运。巨
噬细胞分泌的因子可降低脂肪细胞胰岛素受体底物-1 及 GLUT4 的表达，抑制
GLUT4 的转位和胰岛素刺激下的葡萄糖转运，导致脂肪细胞 IR 的发生[4]。 
1.2 UPS 简介 
  泛素蛋白酶体系统 (ubiquitin proteasome system, UPS) 在蛋白质的选择降解
中占有重要地位，这是一个复杂而又缜密的调控过程，在细胞内普遍存在，从
细胞膜、细胞质到细胞核以及内质网腔等处的蛋白质都受到泛素化蛋白酶系统
体监控，甚至 mRNA 的稳定性也可通过该途径来调节。UPS 是目前我们所知的
最精细的蛋白降解途径之一，对这个途径分子机制的深入研究将有助于我们队
机体各种与之相关的生理功能和疾病的认识。 
1.2.1 UPS 的组成及调控过程 
泛素 (Ubiquintin,Ub) 是由 76 个氨基酸组成的具有高度保守性的小分子蛋
白，是真核细胞中普遍存在的最丰富的蛋白之一[7]。泛素首先通过其 C—末端
的甘氨酸 (Gly) 与底物蛋白的赖氨酸 (Lys) 侧链相连接，之后其他泛素分子凭借
Gly连接到之前连接在泛素分子上的 Lys 侧链上从而形成多泛素化链[8]。泛素化
可以直接影响蛋白质的活性及细胞内定位。细胞内许多蛋白质均可被泛素化系
统识别和修饰，包括细胞表面受体、信号传导蛋白、转录因子、参与细胞分裂
的蛋白质等。 
泛素蛋白酶系统的主要成员: (1) 泛素激活酶 E1 : 通过半胱氨酸 (Cys) 与泛
素 C 端的甘氨酸 (Gly) 形成硫酯键。(2) 泛素转移酶 E2，活性部位是半胱氨酸
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(Cys) 部分，E2 成员在细胞特定过程中发挥作用，但是 E2 的全部作用尚不清
楚。(3) 泛素连接酶 E3：是泛素蛋白酶体系统选择性降解机制的关键因素，识
别被降解的蛋白质底物并将泛素分子连接到底物上。目前对 E3 作用方式了解不
多。不同 E3 的氨基酸序列差异较大，功能需进一步研究。(4) 蛋白酶体
(proteasome)：是一种多亚基组成的蛋白酶体复合物，因蛋白质沉降系数为
26S，故又称 26S 蛋白酶体。分为 19s 和 20s，其中 19s 具有调节功能，20s 具有
催化功能，20s-19s 主要参与降解泛素化蛋白[9]。 
在泛素蛋白酶体途径中，包括多个步骤[97] : (1) 泛素 C-端甘氨酸 (Gly) 与泛
素活化酶 E1 上的一个半胱氨酸 (Cys) 之间形成硫酯键，并由此激活泛素分子，
该步骤依赖 ATP； (2) 泛素激活酶将泛素转移到泛素转移酶 E2 上；(3) 泛素分
子在泛素蛋白连接酶 E3 作用下从 E2 转移到底物蛋白的赖氨酸 (Lys) 上。如此
一来，泛素分子就共价结合到蛋白质底物上。共价结合后的蛋白质底物被 26s
蛋白酶体的复合体消化水解成小肽或氨基酸。过程如下图所示。
 
其中，E3 是底物蛋白上形成复合泛素链所必需的酶，同时有利于 26s 蛋白
酶体识别底物蛋白。E3 不仅要与 E2 结合，还要识别特异的蛋白质底物，所以
普遍认为，细胞内应有许多不同的 E3，在调节泛素化系统的活性和特异性中起
着重要作用。 
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1.2.2 UPS 的生物学功能 
抗原提呈；经泛素化修饰后的抗原分子被蛋白酶体降解，然后由组织相容
性复合体 MHCI类提呈至细胞表面。 
调节细胞周期；细胞的周期因子首先经过泛素化，然后被 26s 蛋白酶体降
解，导致周期因子依赖的激酶失活，最终导致细胞有丝分裂中止。负责细胞周
期转换的细胞周期素 (Cyclins) 和细胞周期素依赖蛋白激酶 (CDKs) 均受到 UPS
的调控，在恶性肿瘤这一途经中经常发生[11]，CyclinE 在恶性肿瘤中常异常高表
达，有些情况下是由于 UPS 异常降解造成的。 
调节 NF-Κβ 的代谢；NF-Κβ 是一亚基组成的转录因子，抑制因子 IΚβ 磷酸
化后又被 26S 蛋白酶体降解从而导致 NF-Κβ 以活性方式存在。IΚβ 的降解需要
泛素蛋白酶体通路的参与。 
肿瘤发生调控；细胞受到不正常刺激或者 DNA 受到损伤时，P53 (被喻为基
因组的守护者) 会调节细胞走向凋亡，但如果 P53 的正常监控系统发生突变，就
会发生肿瘤。其中大多数是由于调节 P53 代谢的泛素化降解途径发生异常而产
生肿瘤。 
参与细胞凋亡的调节；细胞凋亡相关的 IAP (Inhibitors of Apoptosis) 家族蛋
白的 C 端具有 RING 结构域，具有泛素连接酶活性，通过降解促凋亡蛋白来抑
制细胞的凋亡[12]。 
遗传性囊性纤维化 (cystic fibrosis , CF)；这个遗传疾病与一种囊性纤维跨膜
电导调节因子 (细胞质膜氯离子通道调节因子, CFTR) 的功能缺失有关。大多数
CF 病例由单基因突变所致，表现为苯丙氨酸缺失，导致 CFTR 蛋白错误折叠，
最终被蛋白酶体识别降解，造成该因子功能缺失[9]，从而导致遗传疾病的发
生。 
与 DNA 损伤有关；DNA 通过 ATM-ATR 蛋白激酶调节途径来破坏激活信
号级联反应，DNA 双链断裂的位置处的调节蛋白和与染色质相连的蛋白，这些
蛋白的 ATM 依赖的磷酸化促进了核小体的泛素化进程[10]。 
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1.2.3 泛素连接酶 E3 与胰岛素抵抗 
泛素连接酶 E3 是一类大的蛋白家族， E3 具有多种蛋白底物，被 E3 作用
的蛋白质随后通过泛素蛋白酶体途径降解。最新研究指出 E3 在胰岛素抵抗及糖
尿病过程中发挥至关重要的作用 。主要存在两种机制：1、泛素连接酶 E3 可通
过泛素化蛋白酶体途径直接降解胰岛素受体，胰岛素受体底物和其他胰岛素信
号通路中的关键分子。2、泛素连接酶 E3 通过炎症因子间接作用于胰岛素信号
通路，这些炎症因子参与调控胰岛素信号通路，如 TNF-a，IL-6，IL-4，IL-13
等[87]。 
1.3 FBXW7 简介 
不同的 UPS 系统有不同的 E3 酶，不同的底物蛋白有不同的 E3 酶，且每种
E3 酶都能特异识别特定的蛋白底物。根据泛素连接酶 E3 结构不同主要将其分
为两类：RING-指型蛋白和 HECT-结构域型蛋白[13]。含有 Cullin 蛋白亚单位的
Ring 类 E3 连接酶 (cullin-ring-based E3 ligases , CRLs) 是研究较多的一种[14]，
SCF (skp-cullin-F-box)是该连接酶的代表之一[15]，该复合物主要由 4 个成员组成
[16]，即连接蛋白(skp1) ，支架蛋白(cullin)，环指蛋白(Ring box 1, Rbx1)和 F-
box，其中 F-box 蛋白是底物和 E2 连接酶之间的桥梁，具有特异性识别结合靶
蛋白的功能，决定了底物泛素化降解的特异性[16]。根据 F-box 蛋白结构域的特
异性，可将这些蛋白分成 3 类[17]：FBXL、FBXW、FBXO。其中 FBXW 类蛋白
由于含有重复的 WD40 片段而得名，由 10 个蛋白构成。SCF fbxw7 也称
CDC4、FBXW7、FBW7。其中研究较为广泛的 F-box 类蛋白主要是 F 框/WD-
40 域蛋白 7 (F box and WD40 repeat domain containing 7, FBXW7) 。 
1.3.1 FBXW7 的发现及结构 
FBXW7 是所有调控不同癌基因蛋白降解的 F box protein 中最常见的一种，
是 SCF 型泛素连接酶中识别靶蛋白的重要成分，也是是近年来在众多泛素连接
酶 E3 中备受瞩目的一种。FBXW7 基因最初被称为 CD4，由 Hartwell [18]在芽殖
酵母的细胞分裂周期中发现的，由位于常染色体 4q31 区域的 FBXW7 基因编
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码，由 1 个特异性的外显子和 10 共有的内含子组成，根据第一个独立外显子的
转录调节，会产生三种转录产物，分别是 FBXW7α、FBXW7β、FBXW7γ 三种
亚型[19]，这三种亚型有着同样的催化功能，但定位在细胞和组织中的不同位
置 ；FBXW7α 主要在核内，在大部分组织中均有表达；FBXW7β 主要在胞质，
在脑组织中高表达；FBXW7γ 主要在核仁，在肌肉组织中高表达[20 ,21]，不同的
FBXW7 蛋白具有不同的 NH2末端，不同的定位可以调节不同的功能，这种调
节可能与不同的信号通路有关。FBXW7 含有 3 个保守的蛋白质相关作用结构
域，分别是 F-box、WD 结构域和 DD 结构域。F-box 的作用是与 S 期相关的蛋
白激酶 1 (S-phase kinase associated protein 1 , skp1) 结合，进而募集 SCF 的其他
组分；WD40 与靶蛋白上的 CDC4 磷酸-降解决定子 (CPDs) 中的磷酸化氨基酸
相互作用，介导 FBXW7 与靶蛋白的结合；DD 结构域的功能是促进 FBXW7 二
聚体化。FBXW7 具有单体和二聚体两种作用方式，某些蛋白底物如 CyclinE、
C-myc 可以被单体 FBXW7 高效降解[22]，但是某些底物的 CPDs 与 FBXW7 亲和
力较弱，需要二聚体才能降解[23]。 
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